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Abstract 
 
Natural carotenoids production from microalgae are not yet competitive with their synthetic levels. 
Protoplast fusion was found to be an efficient method in improving carotenoid production and 
diversification from fusant of carotenogenic microalgae D. salina and C. vulgaris. Almost all of the 
fusant obtained increasing of carotenoid production after the process. Dominant characterization need 
further to identify the dominant parental genome on fusant using 18SrRNA primer from Dunaliella and 
Chlorella. The research was carried out by analyzing amplification of the gene encodes for 18SrRNA of  
fusant obtained from protoplast fusion between D. salina and C. vulgaris using both parental. The result 
indicated that the Chlorella more dominant in fusant comparing to Dunaliella according to 18SrRNA 
gene amplification result on fusant and parental.  
 
Abstrak 
Produksi karotenod alami belum melebihi produksi karotenoid sintetik. Fusi protoplas merupakan 
metode yang efisien dalam mengembangkan produksi dan diversifikasi carotenoid fusan dari mikroalga 
karotenogenik D. salina dan C. vulgaris. Hampir semua fusan memperlihatkan peningkatan produksi 
karotenoid setelah aplikasi fusi protoplas. Karakterisasi dominansi induk diperlukan untuk 
mengidentifikasi genome induk yang lebih dominan dalam fusan menggunakan primer 18SrRNA dari 
Dunaliella and Chlorella. Penelitian ini dilakukan dengan melakukan analisis hasil amplifikasi gen 
18SrRNA fusan yang diperoleh dari fusi protoplas antara D. salina dan C. vulgaris. Hasil penelitian 
memperlihatkan bahwa  Chlorella lebih dominan dalam fusan dibanding Dunaliella berdasarkanh hasil 
amplifikasi gen 18SrRNA pada fusan dan induk..  
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1.  PENDAHULUAN 
 Bioteknologi mikroalga berkembang sangan 
pesat dalam dasawarsa terakhir. Pengembangan 
kemampuan strain alga secara genetik telah 
dilakukan menggunakan hibridisasi dan fusi 
somatik. Tidak hanya hibridisasi intraspesies 
namun juga hibridisasi interspesies
[1,2]
. D. 
salina merupakan mikroalga yang kaya akan β-
karoten dan gliserol
[3,4,5]
. C. vulgaris 
menghasilkan zeaxantin dan lutein. Keduanya 
digunakan dalam  aplikasi kesehatan, pangan, 
kosmetik dan suplemen makanan
[6]
. 
Pengembangan produksi metabolit yang berharga 
dari kedua mikroalga tersebut dapat dilakukan 
menggunakan fusi protoplas. Teknik tersebut 
dipilih karena persilangan antara kedua 
                                      
 
mikroalga tidak dapat terjadi secara alami  untk 
menghasilkan organisme diploid.  Teknik ini 
memungkinkan adanya kombinasi dan 
penggabungan genom kedua individu secara utuh 
maupun sebagian. Selain itu kisaran salinitas 
pada D. salina yang lebih lebar dibandingkan 
dengan C. vulgaris akan mengembangkan 
kemampuan fusan untuk hidup pada lingkungan 
yang lebih luas
[7,8,9]
. Fusi protoplas telah 
dilakukan terhadap kedua mikroalga dan 
memperoleh fusan yang menghasilkan pigmen 
karotenoid yang lebih tinggi dari kedua 
induknya
[10]
. Selain itu aplikasi fusan sebagai 
suplemen terhadap larva udang juga telah 
meningkatkankan kelulushidupan dan ketahanan 
terhadap penyakit
[11,12]
.  Karakterisasi sifat dari 
fusan selama ini dilakukan melalui pengamatan 
secara morfologis, produksi metabolit dan uji 
kimiawi. Uji tersebut bersifat kualitatif, kurang 
seragam, dan subyektif. Pengukuran karakter 
fusan perlu dilakukan secara kuantitatif untuk 
menghitung pertukaran genetik yang telah terjadi 
antara induk dan fusan setelah fusi protoplas.  
Besarnya pewarisan sifat kedua induk secara 
dominan maupun resesif dapat digunakan untuk 
lebih memperkirakan kemampuan fusan dalam 
menghasilkan metabolit sekunder dengan lebih 
akurat. Karakterisasi mikroalga dan fusan juga 
telah dilakukan menggunakan pendekatan 
molekuler seperti 18SrRNA, RFLP, AFLP dan 
mikrosatelit
[13,14,15,16,17,18,19]
. Penggunaan 
18SrRNA sejauh ini belum pernah dilakukan 
pada fusan mikroalga. Amplifikasi gen 18SrRNA 
menggunakan metode PCR, terhadap fusan yang 
berasal dari induk yang berbeda spesies 
membutuhkan desain primer yang dapat 
digunakan untuk kedua induk untuk 
memfasilitasi perolehan gen tersebut pada fusan.  
Kedua primer tersebut meliputi primer hulu dan 
hilir. Desain primer merupakan tahap yang paling 
penting untuk memperoleh gen yang sama dari 
individu yang berbeda. Umumnya peneliti 
menggunakan primer universal untuk melacak 
gen 18SrRNA pada prokariot. Namun tidak 
sedikit yang menggunakan primer degenerate 
untuk memfasilitasi perubahan basa yang terjadi 
diantara mikroalga dalam spesies yang sama 
maupun yang berbeda. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengamplifikasi gen 18SrRNA fusan 
menggunakan primer degenerate dan primer 
universal untuk karakterisasi fusan D. salina dan 
C. vulgaris secara genetik. Metode yang 
digunakan adalah melakukan amplifikasi gen 
18SrRNA pada fusan lalu dibandingkan dengan 
parental.  
 
2.   BAHAN DAN METODE 
2.1. D. salina dan C. vulgaris  
Mikroalga D. salina dan C. vulgaris 
diperoeh dari Balai Besar Perikanan Budidaya 
Perairan Air Payau (BBPBAP) Jepara Indonesia. 
Pertumbuhan dilakukan dalam tangki air yang 
diaerasi 2-4 ppm dan illuminasi homogen sebesar 
1000-2000 lux dan agitasi 200 rpm
[20]
. Suhu 
diatur pada 25-28
o
C dan  salinitas 30-32‰. 
Tangki air dibersihkan setiap hari. Kultivasi 
mikroalga diperkaya dengan media Walne.  
 
2.2. Media 
Media Walne dibuat dengan komposisi : 
EDTA 45 g/L, FeCl3.6H2O  1.3 mg/L, H3BO3 
33.6 g/L, MnCl2.4H2O 0.36 g/L, NH4NO3 100 
g/L, Na2PO4 20 g/L, B12 vitamin 0.001 ppm, air 
steril sampai 1 l. Sterilisasi dilakukan dengan 
autoklaf pada suhu 121
 o
C  selama 15 menit 15 
lb/in
2
 (103 kPa and 120
o
C). Medium diatur pada 
pH to 7.6 dengan HCl atau NaOH lalu digunakan 
dengan menambahkan 5-10 ml medium dalam 1L 
air laut 
[21]
. 
 
2.3. Ekstraksi DNA   
Penyiapan DNA genom dilakukan melalui 
modifikasi metode CTAB 
[22,23]
. Penyimpanan 
DNA hasil ekstraksi dilakukan pada suhu -20 °C 
atau digunakan secara langsung untuk PCR.  
 
2.4. Amplifikasi fragmen gen 18SrDNA 
mikroalga  
Fragmen 18S rDNA fusan dan induk dilakukan 
menggunakan beberapa primer. Primer tersebut 
adalah primer untuk D. salina
[24,25]
, C. vulgaris
[26]
  
dan fusan yang disajikan pada Tabel 1.  
 
Tabel 1. Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen 18SrRNA fusan  
             menggunakan PCR 
 
Primer Urutan basa (5’ to 3’) Target 
18S FChlo CGG AGA RGG MGC MTG AGA Chlorella 
18S RChlo GGG CGG TGT GTA CAA RGR Chlorella 
18S FDuna GTAGTCATATGCTTGTCT Dunaliella 
18S RDuna GCTGGCACCASACTTGCCCT Dunaliella 
 
Campuran reaksi PCR terdiri atas  50 ng DNA 
genom,  0,1 bufer PCR (KAPA) 10x, a 10 mM 
dNTPs (KAPA), 2.5 pmol primer, 0.625 U Taq 
Extra Hotstart DNA Polymerase dan ddH2O 
                                      
 
sampai volume 25 µl. Kondisi PCR dilakukan 
berdasarkan protokol yang terdapat dalam kit. 
Reaksi PCR untuk memperbanyak fragmen 
18SrDNA dilakukan menggunakan gradien PCR 
T-Gradient thermocycler (Biometra GmbH, 
Gottingen, Germany).  Elektroforesis untuk 
visualisasi hasil PCR dilakukan menggunakan 
1% gel agarose. Kondisi PCR untuk primer D. 
salina menggunakan gradien PCR adalah 
denaturasi awal 3 menit pada 94°C, denaturasi  
25 detik pada 94 °C, annealing 15 detik pada 45-
63°C, elongasi selama 50 detik pada 72°C, 
elongasi akhir pada 72°C selama 1 menit, siklus 
reaksi sebanyak 25x. Kondisi PCR untuk primer 
C. vulgaris menggunakan gradien PCR adalah 
denaturasi awal 30 detik pada 98°C, denaturasi  
10 detik pada 98°C, annealing 30 detik pada 45-
63°C, elongasi selama 2 menit pada 72°C, 
elongasi akhir pada 72°C selama 10 menit, siklus 
reaksi sebanyak 30x.  
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
3.1. Desain dan Primer analisis  in silico 
Penelitian ini dilakukan menggunakan 
dua jenis primer yaitu primer universal dan 
primer degenerasi. Primer universal yang 
digunakan adalah primer hilir untuk C. vulgaris 
1492R 5′-ACCTTGTTACGRCTT-3′ 
[25]
  
sedangkan primer degenerasinya yaitu  primer 
hulu untuk eukariot 360FE 5′-
CGGAGARGGMGCMTGAGA-3′ 
[24]
. 
Berdasarkan pasangan primer yang digunakan 
untuk C. vulgaris  maka hasil analisis 
memberikan akan memberikan kombinasi primer 
hulu menjadi 8 kombinasi. Primer hilir 
menghasilkan 4 kombinasi. Hasil amplifikasi 
menggunakan kombinasi primer tersebut pada C. 
vulgaris ternyata menghasilkan panjang amplikon 
yang berbeda-beda yaitu dua fragmen berukuran 
365 pb dan 630 pb (Gambar 1).  
Primer D. salina adalah primer yang 
digunakan untuk gen 18S ribosomal RNA untuk 
genus Dunaliella 
[20]
. Primer hulu bukan 
merupakan primer degenerasi sehingga hanya ada 
satu macam produk sedangkan primer hilir 
menghasilkan 2 kombinasi. Semua kombinasi 
primer tersebut diperlihatkan pada Tabel 2. Hasil 
amplifikasi menggunakan kombinasi primer 
tersebut ternyata  akan tetap  menghasilkan satu  
amplikon yang berukuran 1962 pb. 
Hasil analisis primer in silico diikuti 
dengan pola penempelan primer memperlihatkan 
bahwa kombinasi primer universal dan primer 
degenerasi untuk amplifikasi gen 18SrRNA D. 
salina dan C. vulgaris  dapat menghasilkan 
amplikon dengan ukuran yang sama maupun 
berbeda. Primer degenerasi memang merupakan 
primer dengan kumpulan basa yang dirancang 
dengan berbagai kemungkinan diantara 2 sampai 
4 basa agar dapat menjaring fragmen hasil 
amplifikasi pada gen yang sama pada spesies 
yang sama maupun spesies yang berbeda, 
misalnya R akan menjaring basa A maupun G 
dan seterusnya. 
 
Tabel 2. Hasil analisis primer C. vulgaris dan D. salina in silico 
 
Primer Urutan basa  
(5’ to 3’) 
Primer Urutan basa  
(5’ to 3’) 
primer 
Degenerasi 
Organisma 
target 
Panjang 
amplikon 
(pb) 
18SFChlo : CGGAGARGGMGCMTGAGA 18SRChlo : GGGCGGTGTGTACAARGR R=A/G,M=A/C Chlorella  
18SFChlo1 CGGAGAAGGAGCATGAGA 18SRChlo1 GGGCGGTGTGTACAAAGA  Chlorella   365 
18SFChlo2 CGGAGAAGGCGCATGAGA 18SRChlo2 GGGCGGTGTGTACAAAGG     365 
18SFChlo3 CGGAGAAGGAGCCTGAGA 18SRChlo3 GGGCGGTGTGTACAAGGA     630 
18SFChlo4 CGGAGAAGGCGCCTGAGA 18SRChlo4 GGGCGGTGTGTACAAGGG     630 
18SFChlo5 CGGAGAGGGCGCCTGAGA       630 
18SFChlo6 CGGAGAGGGCGCATGAGA       630 
18SFChlo7 CGGAGAGGGAGCATGAGA       630 
18SFChlo8 CGGAGAGGGAGCCTGAGA       630 
18SFDuna GTAGTCATATGCTTGTCT 18SRDuna : GCTGGCACCASACTTGCCCT S=C/G Dunaliella   1962 
  18SRduna1 GCTGGCACCACACTTGCCCT S=C/G Dunaliella   1962 
  18SRDuna2 GCTGGCACCAGACTTGCCCT  Dunaliella   1962 
 
Pada hasil penelitian ini, penempelan primer 
diujicobakan pada C. vulgaris pada Gen Bank 
dengan no aksesi AY591515 dan D. salina 
dengan nomor aksesi M84320. Strain tersebut 
merupakan strain yang memiliki gen 18SrRNA 
yang utuh dan lengkap (full length). Umumnya 
gen 18S rRNA dan gen 18SrDNA C. vulgaris 
dan D. salina pada GenBank merupakan sebagian 
atau partial fragment dari gen. Bila melihat 
kombinasi primer dan hasil analisis in silico 
maka terlihat bahwa C. vulgaris memiliki urutan 
basa yang bervariasi pada daerah lestari. Hal ini 
                                      
 
akan cukup menyulitkan bila ingin diperoleh gen 
18SrRNA secara lengkap. Hasil ini juga 
didukung oleh data gen 18SrRNA yang termuat 
dalam GenBank. Hasil yang berbeda ditunjukkan 
oleh D. salina. Kombinasi primer yang berbeda 
tidak berpengaruh terhadap hasil amplifikasi 
dengan diperolehnya fragmen berukuran sama. 
Berdasarkan hasil analisis tersebut terlihat bahwa 
gen 18SrRNA pada D. salina lebih lestari 
dibanding gen yang sama pada C. vulgaris.  
                   
            *        20         *        40         *        60         *        8        
D.salinaM84320     : CTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTT-ATACTG :78 
C.vulgarisAY591515 : ---------------TGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTTTATACTG :64 
18SFDuna1          :                 GTAGTCATATGCTTGTCT 
                                     gtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataaactgctt atactg   
                                                                                                    
                     0         *       100         *       120         *       140         *       1        
D.salinaM84320     : TGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTACCT-TTACTCGGATAACCGTAGTAATTCTAG :156 
C.vulgarisAY591515 : TGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTACCTACTACTCGGATACCCGTAGTAAATCTAG :143 
                     tgaaactgcgaatggctcattaaatcagttatagtttatttgatggtacct  tactcggata ccgtagtaa tctag        
                                                                                                    
                            60         *       180         *       200         *       220         *               
D.salinaM84320     : AGCTAATACGTGCGTAAATCCAGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCAGCCGGGCT-TGCCCGACTC :234 
C.vulgarisAY591515 : AGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGATAAAAGGCCGACCGGGCTCTGCCCGACTC :222 
                     agctaatacgtgcgtaaatcc gacttctggaagggacgtatttattagataaaaggcc  ccgggct tgcccgactc        
                                                                                                    
                           240         *       260         *       280         *       300         *              
D.salinaM84320     : TTGGCGAATCATGATAACTTCACGAATCGCACGGCTTTATGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTT :313 
C.vulgarisAY591515 : GCGGTGAATCATGATAACTTCACGAATCGCATGGCCTTGTGCCGGCGATGTTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTT :301 
                     gg gaatcatgataacttcacgaatcgca ggc tt tgccggcgatgtttcattcaaatttctgccctatcaactt        
              
                            320         *       340         *       360         *       380         *             
D.salinaM84320     : TCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA : 393 
C.vulgarisAY591515 : -CGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA : 380 
18SFChlo1          :                                                               CGGAGAAGGAGCATGAGA 
18SFChlo2          :                                                               CGGAGAAGGCGCATGAGA 
18SFChlo3          :                                                               CGGAGAAGGAGCCTGAGA 
18SFChlo4          :                                                               CGGAGAAGGAGCCTGAGA 
18SFChlo5          :                                                               CGGAGAGGGCGCCTGAGA 
18SFChlo6          :                                                               CGGAGAGGGCGCCTGAGA 
18SFChlo7          :                                                               CGGAGAGGGAGCATGAGA 
18SFChlo8          :                                                               CGGAGAGGGAGCCTGAGA 
                      cgatggtaggatagaggcctaccatggtggtaacgggtgacggaggattagggttcgattccggagagggagcctgaga    
 
                           400         *       420         *       440         *       460         *            
D.salinaM84320     : AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCAACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATA :471 
C.vulgarisAY591515 : AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATA :458 
                     aaacggctaccacatccaaggaaggcagcaggcgcgcaaattacccaatcc  acac gggaggtagtgacaataaata   
 
                           480         *       500         *       520         *       540         *           
D.salinaM84320     : ACAATACCGGGCATTTTT--GTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGTATCCATTGGAGGGCAA :548 
C.vulgarisAY591515 : ACAATACTGGGCCTTTTCAGGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAACCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAA :537 
                     acaatac gggc tttt   gtctggtaattggaatgagtacaatctaaa cccttaacgag atc attggagggcaa        
                                                                                                    
                           560         *       580         *       600         *       620         *          
D.salinaM84320     : GTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGG :627 
C.vulgarisAY591515 : GTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGG :616 
                     gtctggtgccagcagccgcggtaattccagctccaatagcgtatatttaagttg tgcagttaaaaagctcgtagttgg        
                                                                                                    
                           640         *       660         *       680         *       700         *         
D.salinaM84320     : ATTTCGGGTGGGTTGTAGCGGTCAGCC--TTTGGTTAGTACTGCTACGGCCTACCTTTCTGCCGGGGACGAGCTCCTGG :704 
C.vulgarisAY591515 : ATTTCGGGTGGGGCCTGCCGGTCCGCCGTTTCGGTGTGCACTGGCAGGGCCCACCTTGTTGCCGGGGACGGGCTCCTGG :695 
                     atttcgggtggg   t  cggtc gcc  tt ggt  g actg  a ggcc acctt  tgccggggacg gctcctgg        
                                                                                                    
                           720         *       740         *       760         *       780         *        
D.salinaM84320     : GCTTAACTGTCCGGGACTCGGAATCGGCGAGGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGAAT :783 
C.vulgarisAY591515 : GCTTCACTGTCCGGGACTCGGAGTCGGCGCTGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTACGCTCTGAAT :774 
18SRChlo1          :                                             GGGCGGTGTGTACAAAGA 
18SRChlo2          :                                             GGGCGGTGTGTACAAAGG 
                     gctt actgtccgggactcgga tcggcg  gttactttgagtaaattagagtgttcaaagca gcctacgctctgaat       
 
                                   800         *       820         *       840         *       860                 
D.salinaM84320     : ACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGCTTATCTTGTTGGTCTGTAAGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACA :862 
C.vulgarisAY591515 : ACATTAGCATGGAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCCTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAAGAGGGACA :853 
                     acattagcatggaataacacgataggactctggc tatc tgttggtctgta gaccggagtaatgattaagagggaca        
                                                                                                    
                             *       880         *       900         *       920         *       940                
D.salinaM84320     : GTCGGGGGCATTCGTATTTCATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTTCTGCGAAAGCATTTGCC :941 
C.vulgarisAY591515 : GTCGGGGGCATTCGTATTTCATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCC :932 
                     gtcgggggcattcgtatttcattgtcagaggtgaaattcttggatttatgaaagacgaact ctgcgaaagcatttgcc        
                                                                                                    
                        *       960         *       980         *      1000         *      1020               
D.salinaM84320     : AAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTCAACCAT : 1015 
C.vulgarisAY591515 : AAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCCTAGTCTCAACCAT : 1006 
                     aaggatgttttcattaatcaagaacgaaagttgggggctcgaagacgattagataccgtc tagtctcaaccat      
                                      
 
 
                            *      1040         *      1060         *      1080         *      1100              
D.salinaM84320    : AAACGATGCCGACTAGGGATTGCCAGGTGTTTCGTTGATGACCCTGCCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGG :1099 
C.vulgarisAY591515: AAACGATGCCGACTAGGGATCGGCGGATGTTTCTTCGATGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGG :1090 
18SRChlo3         : GGGCGGTGTGTACAAGGA 
18SRChlo4         : GGGCGGTGTGTACAAGGG 
                    aaacgatgccgactagggat g c g tgtttc t gatgac c gcc gcaccttatgagaaatcaaagtttttgggttccgg        
 
                            *      1120         *      1140         *      1160         *      1180             
D.salinaM84320    : GGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTTAACTTAGCAGCAAGCTCA :1178 
C.vulgarisAY591515: GGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT------------------- :1150 
                    ggggagtatggtcgcaaggctgaaacttaaaggaattgacggaagggcaccaccaggcgt                           
                                                                                                    
                            *      1200         *      1220         *      1240         *      1260            
D.salinaM84320    : GCGCCTCAAAGTCGAAGGGAAACCTTTGGCTAGTATCTGGGTGTAGATTTCACCTAAGTGCAACACTGTTCAAATTGCG :1257 
C.vulgarisAY591515: ------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                            *      1280         *      1300         *      1320         *      1340           
D.salinaM84320    : GGAAAGCCCTAAAGCTTTGCTAACCAAGCTGTCCTAGAAATGGGATGGTGGCCAGGTGAAAGACCTTGGGTACGGTAAA :1336 
C.vulgarisAY591515: ------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                            *      1360         *      1380         *      1400         *      1420          
D.salinaM84320    : ATCAGCAAAGATGCAACAATGGGCAATCCGCAGCCAAGCTCCTACGGGCTGTCAAAGCCTATGGAGAAGGTTCAGAGAC :1415 
C.vulgarisAY591515: ------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                            *      1440         *      1460         *      1480         *      1500         
D.salinaM84320    : TAAATGGCAGTGGGCAAGCATGGCAATGCTTGCTTAAGATATAGTCCGTCCCAGCTGAGAAGCTGCCTATGAGAGGAAT :1494 
C.vulgarisAY591515: ------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                            *      1520         *      1540         *      1560         *      1580        
D.salinaM84320    : GCCGTAAGGCAGGAGAGCTAATAGGAAGTAAGTGTCTTTAATCAACTTACTTGGATTCCACGGGAGCCTGCGGCTTAAT :1573 
C.vulgarisAY591515: --------------------------------------------------------------GGAGCCTGCGGCTTAAT :1167 
                                                                                  ggagcctgcggcttaat        
                                                                                                    
                             *      1600         *      1620         *      1640         *      166        
D.salinaM84320    : TTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACACGGGGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTGTGG :1652 
C.vulgarisAY591515: TTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGG :1246 
                    ttgactcaacacgggaaaacttaccaggtccagaca  g gaggattgacagattgagagctctttcttgattct tgg        
                                                                                                    
                    0         *      1680         *      1700         *      1720         *      17        
D.salinaM84320    : GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGGTTGCCTTGTCAGGTTGATTCCGGTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCT :1731 
C.vulgarisAY591515: GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGGTTGCCTTGTCAGGTTGATTCCGGTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCT :1325 
                    gtggtggtgcatggccgttcttagttggtgggttgccttgtcaggttgattccggtaacgaacgagacctcagcctgct        
                                                                                                    
                    40         *      1760         *      1780         *      1800         *      1        
D.salinaM84320    : AAATAGTCACGTCTACCTCGGTAGGCGCCTGACTTCTTAGAGGGACTATTGGCGTTTAGCCAATGGAAGTGTGAGGCAA :1810 
C.vulgarisAY591515: AAATAGTCACGGTTGGCTCGCCAGCCGGCGGACTTCTTAGAGGGACTATTGGCGACTAGCCAATG-AAGCATGAGGCAA :1403 
                    aaatagtcacg  t  ctcg  ag cg c gacttcttagagggactattggcg  tagccaatg aag  tgaggcaa        
                                                                                                    
                          820         *      1840         *      1860         *      1880         *              
D.salinaM84320    : TAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCATTCAACGAGCCTATCCTTGGCC :1889 
C.vulgarisAY591515: TAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCATTCAACGAGCTTAGCCTTGGCC :1482 
             taacaggtctgtgatgcccttagatgttctgggccgcacgcgcgctacactgatgcattcaacgagc ta ccttggcc        
                                                                                                    
                         1900         *      1920         *      1940         *      1960         *             
D.salinaM84320    : GAGAGGTCCGGGTAATCTTTGAAACTGCATCGTGATGGGGATAGATTATTGCAATTATTAGTCTTCAACGAGGAATGCC :1968 
C.vulgarisAY591515: GAGAGGCCCGGGTAATCTTTGAAACTGCATCGTGATGGGGATAGATTATTGCAATTATTAATCTTCAACGAGGAATGCC :1561 
                    gagagg ccgggtaatctttgaaactgcatcgtgatggggatagattattgcaattatta tcttcaacgaggaatgcc        
                                                                                                    
                         1980         *      2000         *      2020         *      2040         *            
D.salinaM84320    : TAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGGG :2047 
C.vulgarisAY591515: TAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGGG :1640 
18SRDuna1         : -------------------------GCTGGCACCACACTTGCCCT----------------------------------  
18SRDuna2         : -------------------------GCTGGCACCAGACTTGCCCT----------------------------------     
             tagtaagcgc agtcatcagct gcGtTGattaCgtcCcTGCCCTttgtacacaccgcccgtcgctcctaccgattggg        
 
                         2060         *      2080         *      2100         *      2120         *           
D.salinaM84320    : TGTGCTGGTGAAGTGTTTGGATCGGTACCAATGGGGGGAAACCTCTGTTGGT-ACTGAGAAGAACATTAAACCCTCCCA :2125 
C.vulgarisAY591515: TGTGCTGGTGAAGTGTTCGGATTGGCGACCGGGGGCGGTCTCCGCTCTCGGCCGCCGAGAAGTTCATTAAACCCTCCCA :1719 
                    tgtgctggtgaagtgtt ggat gg   c   ggg gg   cc ct t gg   c gagaag  cattaaaccctccca        
                                                                              
                       2140         *      2160         *      2180         *        
D.salinaM84320    : CCTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCA : 2182 
C.vulgarisAY591515: CCTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA : 1776 
                    cctagaggaaggagaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgc gaaggatca        
 
Gambar 1. Hasil amplifikasi in silico menggunakan pasangan primer universal dan degenerasi pada D. salina dan C. vulgaris 
Hasil analisis urutan basa gen 18SrRNA 
lengkap dari D. salina dan C. vulgaris 
memperlihatkan homologi sebesar 77%. Hal ini 
berarti diantara kedua mikroalga terdapat daerah 
                                      
 
lestari lebih dari 75% walaupun keduanya 
berbeda genus.  
 
3.2. Hasil Amplifikasi menggunakan primer  
       D. salina dan C. vulgaris  
Hasil amplifikasi menggunakan kedua 
pasang primer diperlihatkan pada Gambar 2-4. 
Amplifikasi terhadap kedua induk dan fusan 
menggunakan kedua pasang primer 
menggunakan suhu annealing umum sebesar 
50
0
C ternyata tidak memperlihatkan amplikon 
target (Gambar 2). Hal ini menunjukkan kedua 
induk dan fusan selain membutuhkan desain 
primer yang berbeda juga membutuhkan suhu 
annealing yang berbeda.   
 
 
 
 
Gambar 2. Hasil amplifikasi fusan dan induk menggunakan 
primer 18SFDuna dan 18SRDuna. 
                   Keterangan: M = marker, 1 = DS(D. salina) , 
2=CV(C. vulgaris), 3 =CP(C. pyrenoidosa), 
DSCVT= DSCV air tawar, DSCVL = DSCV 
air laut  
 
Hasil amplifikasi lebih lanjut pada suhu 
annealing bervariasi menggunakan gradien PCR 
pada fusan menghasilkan pita target. Hasil 
amplifikasi gen 18S rRNA pada fusan 
menggunakan primer 18SrDuna dan 
primerRDuna hampir memperoleh pita target 
pada semua suhu annealing yang digunakan 
seperti diperlihatkan pada Gambar 3-5. Hasil ini 
memperlihatkan implikasi bahwa karakter C. 
vulgaris lebih dominan pada fusan dibandingkan 
dengan karakter D. salina.  
Hasil yang diperoleh ini mendukung hasil 
analisis in silico terhadap pasangan primer yang 
digunakan. Kombinasi primer tidak akan 
berpengaruh pada pita DNA target. Primer yang 
digunakan sebaiknya memperhitungkan ukuran 
basa, kandungan basa GC, suhu leleh (melting 
temperature) primer 
[27]
. Hasil analisis terhadap 
kedua pasang primer diperlihatkan pada Tabel 2.  
 
 
 
 
Gambar 3. Amplifikasi gen 18SrDNA fusan menggunakan 
primer 18SFDuna dan 18SRDuna dengan 
beberapa suhu annealing menggunakan gradien 
PCR Keterangan :1=M, 2-10: amplifikasi 
DSCVL dengan suhu annealing 45°C; 46,6°C; 
48,4°C; 50,9°C; 52,9°C; 55,2°C; 57,2°C; 
59,9°C; 61,7°C; dan 63°C 
   
 
 
Gambar 4. Amplifikasi gen 18SrDNA fusan menggunakan 
primer 18SFChlo dan 18SRChlo dengan 
beberapa suhu annealing menggunakan gradien 
PCR Keterangan :1=M, 2-10: amplifikasi 
DSCVL dengan suhu annealing 45°C; 45,5°C; 
46,6°C; 48,4°C; 50,9°C; 52,9°C; 55,2°C; 
57,2°C; 59,9°C; 61,7°C; 62,8°C; dan 63°C 
 
 
 
Gambar 5. Amplifikasi gen 18SrDNA fusan menggunakan 
primer 18SFChlo dan 18SRChlo dengan 
beberapa suhu annealing menggunakan gradien 
PCR. Keterangan : DSCVL= fusan D. salina 
dan C. vulgaris pada air laut; CVT=C. vulgaris 
pada air tawar ; 1-5 : amplifikasi DSCVL 
dengan suhu annealing 55°C; 56,5°C; 59,5°C; 
61,6°C; 63°C; 6=M;  7-10= CVT dengan suhu 
annealing 55°C; 56,5°C; 59,5°C; 61,6°C; 63°C 
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Tabel 2. Hasil analisis primer D. salina dan C. vulgaris 
 
Primer Urutan Basa (5’-3;) Tm % 
GC 
Panjang 
(pb) 
18SFChlo CGGAGAGGGCTGAGA 51.65 67 15 
18SRChlo GGGCGGTGTGTACAAG 52.05 63 16 
18SFDuna GTAGTCATATGCTTGTCT 40.09 39 18 
18SRDuna GCTGGCACCAACTTGCCCT 64.36 63 19 
 
Panjang primer yang digunakan dalam penelitian 
ini masih memenuhi ukuran yang standar. Primer 
yang baik memiliki persyaratan ukuran basa  
sebesar 16-30 pb. Primer yang memiliki ukuran 
18 pb dan kurang dari 30 pb akan meminimalkan 
struktur sekunder, primer dimer dan 
pembentukan hairpin.  Suhu leleh primer yang 
baik memiliki kisaran  50
o
C~62
o
C. Perbedaan 
diantara kedua primer sebaiknya tidak lebih dari 
5
o
C. Nilai Tm yang digunakan dalam penelitian 
untuk primer C. vulgaris masih baik, sebaliknya 
nilai Tm primer D. salina kurang memenuhi 
persyaratan Tm yang optimal yaitu 52-58
o
C. 
Meskipun demikian hasil amplifikasi yang 
dihasilkan memperlihatkan perolehan fragmen 
18S rRNA D. salina yang konsisten satu pita. 
Primer dengan suhu leleh dibawah 40
o
C dan 
diatas  65
o
C akan menghasilkan amplifikasi yang 
kurang spesifik. Kandungan basa guanin dan 
sitosin (GC GC%) dalam penelitian ini berada 
pada kisaran 39-67% dimana kandungan GC 
yang baik adalah  40-60% 
[28, 29, 30, 31]
.  
 Hasil penelitian ini memperlihatkan 
bahwa desain penggunaan primer merupakan hal 
yang penting dalam penting amplifikasi gen 
18SrRNA untuk menentukan karakter induk yang 
dominan dalam fusi protoplas. Meskipun C. 
vulgaris lebih dominan dibanding D. salina 
namun fusan juga memperlihatkan hasil 
amplifikasi yang konsisten dengan induk D. 
salina. Implikasi hal ini memperlihatkan adanya 
gabungan sifat dari kedua induk D. salina dan C. 
vulgaris alam fusan yang berpotensi dalam 
perolehan gabungan karotenoid dari kedua induk.  
 
 
 
4. KESIMPULAN  
Identifikasi dominansi genom induk dalam fusan 
hasil fusi protoplas D. salina dan C. vulgaris 
menggunakan primer 18SrRNA dari Dunaliella 
and Chlorella memperlihatkan C. vulgaris lebih 
dominan dalam fusan.  Meskipun demikian 
konsistensi hasil amplifikasi gen 18SrRNA D. 
salina memperlihatkan karakternya juga terdapat 
dalam jumlah besar. Hasil yang diperoleh 
mengimplikasikan gabungan karakter yang 
hampir sepadan dari kedua induk pada  fusan 
yang berpotensi akan adanya gabungan produksi 
karotenoid kedua induk.   
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